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RESUM O

A deficiente secreg@o deinsulinaéfactor determinante dadiabetestipo 2. Paraavaliar a
evolugdo da resposta secretora, foi feito um estudo cronolégico comparativo entre
ratos Wistar normais (W) eratos Goto-Kakizaki (GK), um model o genético de diabetes
tipo 2 n&o obesa, da dinamica da secrecdo de insulinadeilhéus de L angerhansisolados
em resposta a glicose e aarginina, por técnicas de isolamento e de perfusdo deilhéus e
técnicade ELISA competitiva. Foi igualmente avaliadaa glicémiae ainsulinémiaem
jelum, eatoleranciaaglicose.

Observamos, nos ratos W, uma moderada intoleréncia a glicose nas duas primeiras
semanasdevida. Osratos GK foram sempreintolerantesaglicose e com hiperglicémiae
hiperinsulinémiaem jejum, apds o primeiro més. Osilhéusderatos W foram insensiveis
aglicose (11mM glicose) nas duas primeiras semanas de vida mas exibiram depoisuma
resposta.com caracteristicas bifasicas bem definidas. Osilhéusderatos GK foram sempre
irresponsivos aglicose e ndo adquiriram as caracteristicas bifésicas darespostanormal .

A argininainduziu um aumento da secrecéo de insulinaem qual quer idade e em ambos
osmodelos animais; mas arespostados animais diabéticosfoi sempre quantitativamente
inferior.

Em conclusdo:1) nos ratos normais, a secrecdo bifasica, em resposta a glicose, surge
somente apos a segunda semana de vida, em simulténeo com a estabilizagéo do perfil

glicémico; 2) nosratos diabéticos, afalénciainsular caracteriza-se pelo compromisso da
primeira e da segunda fases da resposta a glicose e pelamenor amplitude darespostaa
arginina; acompanhao estado deintolernciamarcadaaglicose e precede ahiperglicémia
e ahiperinsulinémiaem jejum, constituindo um dos factores patogénicos primérios da
sindrome diabética.

Palavras-chave: diabetes tipo 2; secregdo de insulina; ratos Goto-Kakizaki.

IMPAIRED INSULIN SECRETIONINISOLATED ISLETSOF GOTO-KAKIZAKI
RATS,ANANIMAL MODEL OF NONOBESE TYPE 2DIABETES, ISA PRIMARY
EVENT

The development of type 2 diabetesis associated with theimpairment of insulin secretion.
To evaluate the evolution of the secretory response, a chronological study comparing
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normal Wistar (W) vs Goto-Kakizaki (GK) rats, an animal model of non obese type 2
diabetes, was done. Glucose and arginine were tested in collagenase isolated islets of
Langerhans with perfusion and ELISA immunoassay techniques. Fasting glycaemia
and insulinemia and glucose tolerance were also eval uated.

Wehave seen, in W rats, amild glucoseintolerancein thefirst two weeks of age. GK rats
were always glucose intolerant with hyperglycaemia and hyperinsulinemia at fasten
after one month old. Wistar islets had a characteristic biphasic response to glucose
after thefirst two weeks of age. GK islets were always glucose irresponsive. Arginine
induced an increase in insulin secretion in both animal models, independent of age,
although GK rats had always a smaller response when compared to W rats.

We concluded that 1) in W rats, a biphasic insulin secretion in response to glucose is
observed after thefirst two weeks of age, simultaneously with glycaemiastabilization 2)
in GK rats, both first and second phases of glucose-induced insulin release are
significantly reduced and a smaller reduction in response to arginine is observed. This
[3-cell disfunctionisaprimary event in this model of type 2 diabetes, preceding fasting
hyperglycaemiaand hyperinsulinemia.

Key words: type 2 diabetes; insulin secretion; Goto-Kakizaki rats.

INTRODUCAO

E hoje reconhecida como necesséria ao estabel ecimen-
to dadiabetestipo 2, a presenca simultanea de dois defei-
tos, ainsulino-resisténcia e a faléncia da secrecdo de in-
sulina. S&o presentemente desconhecidos 0s mecani Smos
subjacentes a disfuncéo da célula 3, sendo ainda contro-
Verso 0 seu carécter primario ou secundério no processo
evolutivo da sindrome diabética.

Osniveisdaglicémiaregulam ainsulino-secre¢éo; in-
terferem em diferentes etapas desde aregeneracdo celular
eabiossintese, dapro-hormonae dahormona, atéaliber-
tagdo exocitéticadainsulina, modulando aindaaresposta
da célula R a outros secretagogos. A libertagéo de insuli-
naem respostaaglicose, invivo einvitro, tem caracteris-
ticas cinéticas préoprias. umaprimeirafase que se comple-
taem cinco adez minutos, com um aumento rapido etran-
sitdrio da secregdo, e uma segunda fase caracterizada por
um aumento gradual dalibertagio dahormonatl. A deficien-
te secrecdo de insulina em resposta a glicose, 0 secreta-
gogo fisiol6gico mais potente, é considerada umadas ca-
racteristicas principais dadiabetestipo 2; verifica-seinici-
almente a faléncia da primeira fase da resposta, mesmo
nos doentes intolerantes a glicose e nos parentes em pri-
meiro grau de doentes diabéticos, e posteriormente tam-
bém da segunda fase?3. A hiperglicémia, resultante da
deficiénciadasecrecéo e daacgdo periféricadainsulinae
da producdo aumentada de glicose pelo figado, assume-
-setambém como um factor de agravamento das multiplas
alteractes que incluem o quadro diabético, incluindo a

propriacéulaR, situacéo conhecidapor glicotoxicidade®.

Osratos Goto-K akizaki (GK) sdo um modelo genético
de diabetes tipo 2 n&o obesa, obtido por reproducdo se-
lectiva repetitiva de ratos Wistar (indice selectivo, uma
modesta intolerénciaaglicose). A deficiente resposta do
péancreas enddcrino dos ratos GK adultos a glicose foi ja
demonstrada, por varios grupos. No presente estudo com-
parativo entre ratos Wistar normais (W) eratos GK proce-
deu-se a avaliacdo cronoldgica do estado glicémico, da
insulinémiaedadinémicadasecrecdo deinsulinadeilhéus
de Langerhans isolados em resposta a glicose e a argini-
na, dois insulinotrépicos que actuam de forma diferente
na célula 3. Desta forma foi possivel avaliar a resposta
secretoradeilhéus diabéticosjovens e adultos e val orizar
o contributo da disfungdo insular para a alteragdo da
homeostasia da glicose.

MATERIAL EMETODOS

1. Animais

Osratos GK e osratos W foram provenientes das nos-
sas coldnias. Os animais foram mantidos em salas ade-
guadamente ventiladas com temperatura e humidade con-
troladas (22-24°C e 50-60%, respectivamente); foram ex-
postos a ciclos aternados (12h) de luz e obscuridade e
alimentados com dietalaboratorial (CRF20-CharlesRiver).
Osanimaisiniciaram umaalimentacéo mistaastrés sema-
nas de vida e o desmame foi processado as quatro. Em
todos os estudos foram utilizados animais de ambos o0s
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sexos e em diferentes idades do seu desenvolvimento.

2.Glicémia

Ap6s adeterminacdo da glicémiaem jejum (jejum de
16-18 horas), foram efectuadas provas de toleréncia a
glicoseviaoral (ratosW:n=16-18/idade, ratos GK:n=10-
-26/idade): administracdo, por sondagastrica, de 1,759 de
glicose/ Kg peso corporal (em &guaa25%) com determi-
nac&o das glicémias aos 30, 60, 90 e 120 minutos. Ascon-
centracOes da glicose no sangue total foram determina-
das na veia da cauda pelo método da glicose-oxidase
(glucometer -Elite-Bayer).

3. Insulinémiaem jgium

A nove animais de cada estirpe com quatro e doze
semanasdevida, aposum periodo dejejum de 16-18 horas
e determinacdo da glicémia (método descrito na seccéo
anterior), foram colhidos 1,2 ml de sangue paratubos com
4 mM EDTA. Asamostras de sangue foram centrifugadas,
durante 10 min, a 1500 rpm e & temperatura de 4°C, e 0
plasma guardado de imediato a-20°C. A concentragéo da
insulinaplasméticafoi determinadaem duplicado pelatéc-
nicade ELISA competitiva(seccéo 5) eexpressaem pmol/L.

4.1solamento eperfusdo deilhéusdel angerhans
Apbs a excisdo do pancreas (ratos W:n=7-16/idade,

ratos GK:n=8-21/idade), osilhéusderatosW e GK foram
isolados por digestdo enzimética com colagenase P se-
gundo os métodos descritos por Lacy e Kostianovsky®
nas trés primeiras semanas de vida e por Wollheim et al®
as quatro e doze semanas. Uma vez isolados, os ilhéus
foram mantidos a 37°C em solug&o salina (120mM NaCl,

5mM KCI, 25mM NaHCO3, 1,13mM MgCl2, 2,56mM

CaCl2), suplementadacom 8mM glicose e albuminabovi-
naisentade proteases a 3%, numaatmosfera95% 02/ 5%
CO2. No estudo cinético dasecregéo foi utilizadoum sis-
tema dindmico de perfusdo de quatro vias com recolha
simulténea e temporalmente regulvel. Os ilhéus (4-25)
foram colocadosem cémarasde 50 L e perfundidos, aum
fluxo constante de 1mL/min, com amesmasolugéo salina,
atemperaturade 37°C e atmosfera 95% 02/ 5% CO2 . A
solucgdo foi suplementada com albuminabovinaisentade
proteasesa0,1% e 2mM glicose (G2) durante 45 minutose
11mM glicose (G11) nos 20 minutos seguintes; seguiu-se
aestimulagdo com 11mM glicose+ 20mM arginina(G11+
arg20) durante nove minutos. Nalgumas experiéncias com
ilhéus GK, estes foram estimulados durante 60 minutos
com 11mM glicose. As amostras recolhidas em fracgtes
de um minuto, foram guardadas a-20°C paraposterior de-
terminacdo, em duplicado, das concentragdes de insulina

(expressas em pg/ilhéu/min) pelatécnicade ELISA com-
petitiva(seccédo 5).

5. Deter minagéo da concentracéo deinsulina

As concentragdes deinsuling, do plasmae dosilhéus,
foram determinadas por técnicade EL I SA competitivacom
anticorpo directamente imobilizado em fase solida, con-
forme descrito por Bergsten e Hellman’. Foram contudo
introduzidas alteracdes ao seu procedimento bésico. As-
sim as microplacas foram incubadas, durante 4h a 37°C,
com anticorpo de cobaiaanti-insulinade rato reconstituido
com tampéo fosfato salino (1:10) e posteriormente diluido
(1:20) em &gua. A insulinaderato foi utilizadacomo insu-
lina-padréo. Na preparacéo das amostras e dos padrées
foi utilizada uma soluc&o tampéo com Hepes e albumina
bovinaisenta de proteases a 0,1% e uma sol u¢éo tampé&o
fosfato com NaCl e albumina a 6%, respectivamente nas
determinac8es da insulina segregada pelos ilhéus e da
insulina plasmética. O cromogénio utilizado como subs-
trato paraainsulina-peroxidase conjugadafoi atetrametil-
benzidina na concentrag&o de 0,5 mg/mL ; areacgéo pro-
cessou-se em 30 minutos atemperaturaambiente efoi ter-
minadacom &cido sulfarico a0,5M. O produto dareac¢éo
foi lido por espectrofotometria (Spectra Vision-React
Scientific Ayershire, R.U.) a450 nm.

As curvas padrdo obtidas com a insulina-padr&o em
triplicado, tiveram coeficientes de correlagdo >0,99 sendo
oslimites de detecc&o de 100 e 10000 amol/100pL ; oscoe-
ficientesdevariagdo inter eintra-ensaio foraminferioresa
10%.

6. Materiais

A colagenase Pfoi adquiridaaBoehringer Mannheim
GmbH, Germany e o anticorpo eainsulina-padréo, aLinco
Research Inc, USA. Osrestantes reagentes foram forneci-
dospelaSgma ChemicalsCO S.Louis, USA e pelaMerck
Darmstad, Germany.

7. Andliseestatistica

Os resultados foram expressos em valores médios +
erro padrdo damédia. Naavaliagéo estatisticadadiferen-
¢a entre os valores médios de dois grupos de resultados
foi utilizado o testet de Student para amostras ndo empa-
relhadas e para amostras emparel hadas nas experiéncias
gue envolveram observacdes repetidas, em todos os ca-
sosum valor de p<0,05 foi considerado significativo (con-
forme referenciado nas legendas das figuras).

RESULTADOS
Osratos W tém uma moderada intoleréncia a glicose
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Fig. 1. Glicémia em jejum e prova de tolerancia a glicose, em
resposta & administragéo oral de 1,759 de glicose /Kg de peso
corporal , de ratos W e de ratos GK. Valor médio + e.p.m.
Resultados experimentais relativos a: 1%em (W n=16, GK
n=26); 2%em (W n=18, GK n=10); 3%em (W n=18, GK n=10);
4%sem (W n=16, GK n=24); 12%em (W n=16, GK n=12).
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Fig. 2: Valores médios, em jejum, das concentracdes de
glicose no sangue total e de insulina no plasma de ratos W e
de ratos GK com quatro e doze semanas de vida (9 ratos /
idade/estirpe).

****p<0, 0001: ratos GK vs ratos W.

nas duas primeiras semanas de vida mas o seu perfil
glicémico em resposta a glicose oral estabiliza apos esta
idade; os ratos GK sdo sempre intolerantes a glicose (fi-
gural). Nosratos diabéticos a hiperglicémia(glicémia>
5,5 mM/L) e ahiperinsulinémiaem jgum surgem somente
apOso primeiro mésdevida (Figura2).

Osilhéus GK e W com uma e duas semanas de vida
s80 insensivels ao aumento da concentragcdo de glicose
de2 parallmM, masaadi¢do de 20mM argininainduz um
aumento da secre¢do de insulina em ambos os modelos
animais; osilhéus GK tém, contudo, umamenor secregao
médiabasal (G2) eestimulatéria(Glle G11+arg 20) (Figura
3A e3B). Comtrés semanasdevida, osilhéus W mantém
a capacidade de resposta a arginina, tal como os ilhéus
GK mas, contrariamente a estes, tornam-se sensiveis a
glicose (Figura 3C) com um aumento da secre¢éo aos 20
minutos de 3,32 vezes a secrecao médiabasal.

OsilhéusW com quatro semanas, exibem umarespos-

taa glicose tipicamente bifasica com aumentos da secre-
¢80 médiaaons 5° e 20° minutos, respectivamente de 6,54 e
17,8 vezes a secrecdo média basal (Figura4 A); as doze
semanas mantém estas caracteristicas cinéticas mas a se-
crecéo média basal e estimulatéria aumenta (Figura 4B).
Osilhéus GK néo adquirem as caracteristicas fasicas da
resposta ao aumento da concentragéo de 2 para 11mM
glicose; defacto, as quatro (Figura4A) e asdoze (Figura
4B) semanas de vida, ambas as fases estéo atenuadas com
aumentos da secrecdo médiaaos 5° e 20° minutos, respec-
tivamentede 1,6-2,3 €2,3-3,1 vezesasecrecdo médiabasal.
A dinémicadarespostadosilhéus W aarginina, com um
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Fig. 3: Secregdo de insulina de ilhéus isolados de ratos W e
GK em resposta ao aumento de 2 para 11mM glicose e em
resposta a 11mM glicose+20mM arginina. Os resultados estédo
expressos (média + e.p.m.) em pg de insulina libertada por
cada ilhéu num minuto. Resultados experimentais relativos a:
1%sem (W n=7, GK n=9); 2%em (W n=8, GK n=8); 3%sem (W
n=10, GK n=8).

pico de secrecdo ao 2° ou 3° minutos da estimulagéo,
mantém-se com a progressao da idade mas a amplitude
desta resposta aumenta substancialmente as quatro (Fi-
gura4 A) e as doze (Figura 4 B) semanas de vida. As
caracteristicas cinéticas darespostadosilhéus GK aargi-
nina estao mantidas nestas idades mas a sua amplitude é,
no entanto, inferior ados controlos (Figura4 A e4B). Os
ilhéus GK n&o aumentam a secre¢do de insulina quando
estimulados mais de 20 minutos com 11mM glicose (expe-
riéncias de 60 minutos) (Figurab).
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Fig. 4: Secregdo de insulina de ilhéus isolados de ratos W e
GK em resposta ao aumento de 2 para 11mM glicose e em
resposta a 11mM glicose+20mM arginina. Os resultados estao
expressos (média £ e.p.m.) em pg de insulina libertada por
cada ilhéu num minuto. Resultados experimentais relativos a:
42%sem (W n=7, GK n=8); 12%em (W n=16, GK n=21).
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Fig. 5: Valores médios da secrecéo de insulina de ilhéus GK,
aos 20 e aos 60 minutos da estimulagdo com 11 mM glicose.
Os resultados estdo expressos em pg de insulina libertada por
cada ilhéu num minuto e representados pelo valor médio +
e.p.m. Resultados experimentais relativos a: 13%sem n=7;
2%em n=4; 3%em n=4; 4%em n=4; 12%em n=11.

DISCUSSAO

Confirmémos, com este estudo, aincapacidade do pan-
creas enddcerino normal em responder aglicose no inicio
davida extra-uterina que, nos ratos W, se associa a uma
moderada e transitériaintoleranciaa glicose. Este estudo
mostrou aindaque osratos GK, intolerantes aglicose desde
0 nascimento, ndo adquirem as caracteristicas bifasicas

46

da secrecdo de insulina em resposta a glicose; mantém
sempre uma faléncia da primeira e da segunda fases da
resposta secretora, disfuncéo esta que precede a hipergli-
cémiaeahiperinsulinémiaem jegum.

E conhecida a imaturidade funcional do pancreas
endocrino na vida fetal e no periodo pos-natal8. Esta
disfuncéo parece rel acionar-se com deficiéncias da pro-
teinacinase c? e do metabolismo daglicose. Defacto, os
canais de potéssio dependentes de ATP (K*ATP) e os
de célcio sensiveis a voltagem (CSV) estdo presentes e
funcionais!®1! e, contrariamente aglicose, osilhéusres-
pondem a outros secretagogos como a arginina, o
gliceraldeido e a leucinal?. Os nossos estudos confir-
mam esta faléncia dosilhéus W no inicio davida extra-
-uterina; sdo incapazes de responder a glicose (11mM)
mas exibem umaresposta a argininacom caracteristicas
cinéticas bem definidas, embora quantitativamente me-
nor que a resposta do adulto. A evolucdo do perfil
glicémico dos ratos normais durante o primeiro més de
vida parece seguir a evolugdo da resposta secretora dos
ilhéus sugerindo que a deficiéncia transitoria do pan-
creas enddcrino podera ser responsavel, pelo menos em
parte, pelamoderadaintoleranciaaglicose dosratos W,
no inicio davidaextra-uterina.

Uma les8o a qualquer nivel, desde a biossintese, da
pré-hormona e da hormona, e as vias de acoplamento es-
timulo-secrecdo até a exocitose, podera contribuir paraa
reducéo da secrecéo nadiabetestipo 2. Os estudosfeitos,
em ratos GK adultos, n&o s&o suficientemente esclarece-
dores sobre 0 ou os defeitos subjacentes a deficiente se-
crecdo deinsulinaneste modelo animal. A biossintese ndo
parece estar afectadal® nem foram detectadas alteracdes
relevantesno GLUT 2, aproteinatransportadoradaglicose
nacélula R, nem naglucocinase!®. As propriedades dos
canais K*ATP5.16 ¢ CSV16 estdo mantidas, mas sugere-
-se uma faléncia da regul acéo destes canais pela glicose,
por diminuigdo dos niveis de ATP. Esta diminuigéo pode
relacionar-se com amenor actividade dam-GDH mitocon-
drial, capaz de comprometer o vaivém do glicerol-fosfato e
aoxidag&o daglicosel 18 e com o0 aumento da actividade
da glicose-6-fosfatase (ciclo f(til da glicose)1920, Estas
lesBes ndo parecem contudo ser suficientes para explicar
as anomalias da secrecdo sendo ainda discutivel o seu
caracter primério ou secundario a hiperglicémia®l?2. As
deficiéncias do metabolismo da glicose sdo indiscutivel-
mente capazes de comprometer a funcdo da célulald mas
outros defeitos parecem contribuir para a faléncia da se-
crecdo dos ilhéus GK, nomeadamente os das proteinas
envolvidas na exocitose 2324,

Demonstramos com este estudo que as alteracdes
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quantitativas e qualitativas da secrecdo dos ilhéus diabé-
ticosem respostaao aumento da concentracédo de glicose,
e que se caracterizam pelafalénciadaprimeirae dasegun-
dafases daresposta, acompanham aintolerénciaaglicose
eprecedem ahiperglicémiaem jgum. A redugdo primariae
moderada da massa de células R dos ratos GK da nossa
coldnia (artigo em impresséo) podera ser responsavel pe-
las alteracBes quantitativas (diminuicdo daamplitude das
respostas a glicose e a arginina) observadas em qual quer
idade, mas n&o justifica per se as alteracbes qualitativas
(ausénciado padréo bifasico darespostasecretorado ilhéu
diabético aglicose). Defacto, nasduas primeiras semanas
devida, afalénciadacinéticadalibertacéo deinsulinados
ilhéus diabéticos em resposta a glicose, poderé relacio-
nar-se, tal como osilhéus normais, com aimaturidade do
pancreas enddcrino; e amenor massa de células R podera
ser responsavel pelos niveis mais baixos da secrecéo mé-
diabasal e estimulatéria. Mas, a partir da segunda sema-
na, aausénciade umarespostaaglicose com caracteristi-
cas bifésicas definidas e aintegridade dadindmicadares-
postaa argininasugerem que adisfuncdo dacélulaR dia-
bética, que se associa a reducéo da massa celular, consti-
tui o factor principal da deficiéncia da secrecdo da
hormona.

Os ratos GK da nossa colénia séo hiperglicémicos e
hi perinsulinémicos, em jejum, somente apGs o primeiro més
de vida sugerindo que a insulino-resisténcia, nomeada-
mente hepética?, se expressa mais tarde, resultado con-
cordante com os trabal hos de outros autores?>28,

CONCLUSOES

Com este estudo € possivel afirmar que o reconheci-
mento da glicose pela célula 3 normal se desenvolve so-
mente depois do nascimento o que sugere aimaturidade,
no inicio davidaextra-uterina, de alguns dos mecanismos
de reconhecimento da glicose pelacélulal.

A avaliagao cronol 6gica da capacidade dosilhéus GK
em segregar insulinapermite considerar adeficiénciafun-
cional dacélulaf3 como um dos factores patogénicos pri-
mérios da sindrome diabética neste modelo animal néo
obeso. Caracteriza-se, a semelhanga da diabetes humana,
por umafalénciadaprimeirae dasegundafases dasecre-
¢do de insulina em resposta a glicose, envolvendo como
tal 0s mecanismos celulares subjacentes a este padréo
dindmico (aspectos importantes a clarificar e que envol-
vem as vias dependente e independente do K*ATP). A
emergéncia da diabetes é, contudo, o resultado da con-
gregacéo de diversosfactores: areducdo damassacelular
e a disfuncédo da célula 3, como factores primarios, aos
guais se associa mais tarde a insulino-resisténcia.
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